Príloha č. 6


k Metodickému usmerneniu MŽP SR k nariadeniu vlády SR č. 296/2005 Z. z. - informatívna

Problémy skúšania toxicity odpadových vôd

Nariadenie vlády v prílohe č. 4 špecifikuje odporúčané metódy na stanovenie ukazovateľov limitných hodnôt a kvalitatívnych cieľov vo vodách. Odporúčané metódy sú v zmysle technických noriem: 

STN 838303:1999, 

STN EN ISO 8692:2005, 

STN EN ISO 6341:1999, 

STN EN ISO 7346 časti 1-3:1999 a 

STN EN ISO 11348 časti1-3:2000. 

Je možné použiť aj inú metódu, ak jej limit stanovenia, presnosť a správnosť zodpovedajú odporúčanej metóde. Pri vypúštaní priemyselných odpadových vôd a osobitných vôd sa určujú iba koncentračné hodnoty zlievanej vzorky za určené časové obdobie, maximálne do výšky hodnôt uvedených v prílohe c. 3 časti B. V závislosti od charakteru výroby, používaných surovín, spôsobu čistenia a vypúštania týchto vôd, ako aj od charakteru recipientu možno určiť koncentračné hodnoty kvalifikovanej bodovej vzorky aj pre priemyselné odpadové vody.

Odpadové vody svojim charakterom z hľadiska sledovania toxického účinku patria medzi problematické. Je viacero problémov, ktoré je potrebné si uvedomiť už pri plánovaní odberu. K základným problémom môže patriť:

1. Odber a transport, skladovanie vzorky 

2. Príprava  vzorky pred spracovaním

3. Skúšky toxicity

4. Vyhodnocovanie a interpretácia výsledkov

Základné princípy pre skúšky toxicity sú dané v STN ISO 5667-16. Kvalita vody. Odber vzoriek časť 16: Pokyny na biologické skúšanie vzoriek. V tejto časti sú praktické pokyny na odber vzoriek, predúpravu, skúšanie a hodnotenie vôd pri biologickom skúšaní. Obsahuje informácie o riešení problémov pri biologickom skúšaní, ktoré vyplývajú z charakteru vzorky vody a vhodnosti typu skúšky. Osobitný dôraz sa kladie na ekotoxikologické skúšanie organizmov („biologické skúšky s jedným druhom“). 

1. Odber a transport, skladovanie vzorky 

Výber reprezentatívnych bodov odberu vzoriek, frekvencia odberu vzoriek, typ odobratých vzoriek a pod. Vždy závisí od cieľa štúdie. Pre skúšky odpadových vôd sa v zmysle zákona hodnotí prednostne zlievaná vzorka. Pre takýto prípad je riešením spojenie vzorky tak, aby sa dosiahla väčšia reprezentatívnosť. Ak sa spája viacero vzoriek odobratých v rozličnom čase (napr. zlievaná vzorka), odporúča sa používať prístroj na chladenie vzoriek. Objem, tvar a materiál odberových nádob závisí od charakteru vzorky. Na skúšky vyžadujúce väčšie objemy sa má vzorka rozdeliť do odberových nádob s objemom najviac 10 litrov. Pre prípad odpadových vôd je možné odporučiť vzorkovnice so silikónovým povrchom, z dôvodu priľnavosti niektorých látok, čím by mohlo dôjsť k strate niektorých látok pre skúšanie.

Vzorky je možné zmraziť, pričom sa odporúča používať objem do 1 litra. Celkový objem odobratej vzorky má byť dostatočný na skúšky. Nepoužité čiastkové vzorky, ktoré sa skladujú zmrazené, majú sa ponechať až do konečného vyhodnotenia. 

Je dôležité rozhodnúť akým spôsobom sa budú vzorkovnice plniť, po okraj alebo s ponechaním voľným priestorom. Oba spôsoby majú svoje problémy: 

· Pri  čiastočnom plnení môže byť zvýšené premiešavanie počas dopravy, vzájomné pôsobenie s plynnou fázou, či  oxidácia látok.

· Pri úplnom plnení môže nastať strata kyslíka s možnosťou rozkladu, narušenie homogenity pretrepávaním alebo miešaním celkového objemu.

Ak sa pri konzervácii predpokladá zmrazovanie, pre zväčšujúci sa objem sa vzorkovnice nemajú plniť úplne.

Vzorky na skúšky toxicity sa majú spracovať okamžite po odbere, aby nenastali zmeny v pôvodnom zložení. Maximálny čas skladovania nemá prekročiť 12 hod. pri vonkajšej teplote (maximálne 25 oC). Vzorky sa majú skladovať v tme, aby sa zabránilo rastu rias. Ak nie je možné skúšať vzorky takmer okamžite po odbere (alebo príprave vzoriek), napríklad pri príprave zmiešaných vzoriek, odporúča sa chladenie alebo zmrazovanie. 

Vzorky by sa mali transportovať chladené. Ak sú ochladené na teplotu 5 °C a skladujú sa v tme, väčšina vzoriek je zvyčajne stabilná do 24 h. Hlboké zmrazovanie pod -18 oC podľa ISO 5667-10 umožňuje predĺženie času skladovania. Maximálne obdobia skladovania sú zvyčajne niekoľko týždňov až 2 mesiace, v závislosti od stability vzoriek. 

2.  Príprava  vzorky pred spracovaním

Vzorky pred samotným skúšaním je potrebné pripraviť. Tu opäť môžu nastať komplikácie. Zistilo sa, že kvalitu odpadovej vody môže ovplyvniť zmrazovanie aj rozmrazovanie vzoriek. Vzorky skladované zmrazené sa majú rozmraziť tesne pred použitím. Aby sa zabránilo miestnemu prehrievaniu, odporúča sa vzorky rozmrazovať jemným pretrepávaním pod tečúcou vodou alebo v teplom vodnom kúpeli s teplotou najviac 25 oC.  Základnou podmienkou je úplné rozmrazenie vzoriek pred použitím, pretože proces zmrazovania môže spôsobiť koncentráciu niektorých zložiek vo vnútornej časti vzorky, ktorá mrzne posledná. Pri rozmrazovaní v mikrovlnnej rúre je riziko prehrievania. 

Ďalším problematickým bodom môže byť homogenizácia vzorky. V tomto prípade, v závislosti od charakteru vzoriek sa môže použiť jemné miešanie, silné pretrepávanie, ultrazvuk alebo vysokorýchlostná mechanická dispergácia. Počas tohto kroku úpravy môžu nastať straty prchavých zložiek. Všeobecným pravidlom je, že sa má dosiahnuť pôvodný stav vzorky alebo sa má zmeniť čo najmenej. 

Vo všeobecnosti sa biologické skúšky vykonávajú s pôvodnou vzorkou. V niektorých prípadoch, čo je aj problém odpadových vôd, však veľké množstvá nerozpustenej hmoty, kalu a sedimentov rušia správanie sa skúšobných organizmov. Tieto vody s vysokým obsahom nerozpustených látok môžu spôsobovať rôzne rušivé vplyvy, pričom nastáva riziko separácie toxikantov zo vzorky napr. pri filtrácii, odstreďovaní a iných separačných metódach. Na druhej strane vo vodách s vysokým obsahom baktérií bakteriálna aktivita ruší viaceré skúšky. Vo všeobecnosti sa pred filtráciou uprednostňuje odstreďovanie, napríklad 10 min pri 4 500 g (1 500 g. 

Podobne hodnota pH, na ktorú sa má vzorka upraviť, sa má zvoliť podľa cieľa skúšky: úpravou na hodnotu pH recipientu sa získajú reprezentatívnejšie výsledky účinku toxických látok v prostredí a naopak úpravou na definovanú hodnotu pH od 6 do 9 sa umožní zistenie ionizovateľných toxických látok, ktoré by boli pri hodnotách pH mimo tohto rozsahu maskované.

Úprava vzoriek počas skúšky by mala zohľadniť spotrebu kyslíka skúšobných živočíchov a heterotrofných mikroorganizmov, vzorka sa napríklad kontinuálne alebo prerušovane prevzdušňuje 

3.  Skúšky toxicity

Skúšky toxicity sa vyberajú podľa druhu odpadovej vody

Trofické úrovne a skúšobné organizmy, ktoré je možné použiť napr.:

1.  Producenti -  zelené riasy (Desmodesmus subspicatus, Raphidocelis subcapitata, ..), semená vyšších rastlín (Sinapis alba), makrofytné rastliny (Lemna minor) a pod.

2. Konzumenti – perloočky (Daphnia magna), ryby (Poecilia reticulata)

3. Deštruenti – baktérie (Vibrio fischeri)

Pri hodnotení toxického účinku odpadovej vody sú viaceré problémy týkajúce sa:

· vzoriek, ktoré obsahujú odstrániteľné zložky. Strata zložiek vzorky vody zo skúšobného systému môže byť viacerými spôsobmi ako sú: Prchanie, penenie, adsorpcia, flokulácia, degradácia, hydrolýza, fotolýza. 

· Vzoriek zafarbených a/alebo zakalených 

4. Vyhodnocovanie a interpretácia výsledkov

Musí zohľadňovať všetky riziká a korekcie, ktoré sa museli v rámci celého procesu od odberu vykonať. Výpočty sa robia v závislosti od druhu skúšky toxicity. Je potrebné vykonať overovacie skúšky v dostatočnej robustnosti, aby sa predišlo falošne pozitívnym, resp. negatívnym výsledkom.

· Pre dosiahnutie kvality skúšok toxicity na odpadových vodách je potrebné podobne ako u iných matríc dodržiavať základné zásady zabezpečovania kvality. V prípade sledovania toxicity odpadových vôd zabezpečovanie kvality skúšok zahŕňa plánovanie odberu vzoriek, merania a hodnotenia, dokumentáciu a posudzovanie výsledkov a ich zaznamenávanie, pričom opatrenia na zabezpečenie kvality sa môžu rozdeliť do štyroch sekcií: prípravná fáza, vnútorná kontrola kvality (ktorá je integrálnou súčasťou celkovej skúšobnej metódy Zahŕňa opatrenia na identifikáciu, odstránenie a prevenciu chýb), vonkajší kontrolný audit kvality (napr. medzilaboratórne porovnávacie skúšky Cieľom vonkajšieho auditu je potvrdiť, že funguje vnútorná kontrola kvality) a tiež hodnotenie a dokumentácia.

Problematika skúšania odpadových vôd sa pomaly dostáva aj do medzinárodných noriem a určuje tzv. najnižšie neúčinné riedenie (LID). V skúškach toxicity odpadovej vody s použitím definovaných riedení (D) najnižšie neúčinné riedenie (LID) vyjadruje najkoncentrovanejší skúšobný rad, pri ktorom sa nezistila nijaká inhibícia alebo iba účinky nepresahujúce variabilitu špecifickú pre danú skúšku. D sa vyjadruje ako obrátená hodnota objemového podielu odpadovej vody v skúšobnom rade.
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